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本发明涉及一种双抗原夹心检测抗体的方

法，所述方法以形成固相支持物-第一抗原Ag1-

待检测抗体-第二抗原Ag2的形式完成检测，其中

Ag2偶联有用于显示信号强度的标记物，所述方

法包括以下步骤：1)将Ag1、Ag2与待检物在足以

发生抗体/抗原结合反应的条件下接触，形成免

疫复合物；其中以摩尔数计，Ag1的含量多于Ag2；

2)洗去未结合的待检测抗体；3)加入Ag2并使其

与所述免疫复合物中剩余的抗原结合位点结合；

4)检测所述标记物，以指示所述待检测抗体的存

在和/或含量。与现有技术相比，本发明所提供的

方法既保证了检测低值灵敏度，又能解决钩状效

应，降低漏检率。
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1.一种双抗原夹心检测抗体的方法，所述方法以形成固相支持物-第一抗原Ag1-待检测

抗体-第二抗原Ag2的形式完成检测，其中Ag2偶联有用于显示信号强度的标记物，其特征在

于，包括以下步骤：

1)将Ag1、Ag2与待检物在足以发生抗体/抗原结合反应的条件下接触，形成免疫复合物；

其中以摩尔数计，Ag1的含量多于Ag2；

2)洗去未结合的待检测抗体；

3)加入Ag2并使其与所述免疫复合物中剩余的抗原结合位点结合；

4)检测所述标记物，以指示所述待检测抗体的存在和/或含量。

2.根据权利要求1所述的双抗原夹心检测抗体的方法，其特征在于，在步骤1)中，以摩

尔比计，Ag1:Ag2＝6:2～6:5。

3.根据权利要求2所述的双抗原夹心检测抗体的方法，其特征在于，以摩尔比计，步骤

1)中加入的Ag2与步骤3)中加入的Ag2的比例为6:2～6:4。

4.根据权利要求1所述的双抗原夹心检测抗体的方法，其特征在于，所述固相支持物通

过功能基团与Ag1非活性或低活性表位偶联；

和/或；

所述标记物通过功能基团与Ag2非活性或低活性表位偶联。

5.根据权利要求4所述的双抗原夹心检测抗体的方法，其特征在于，所述功能基团在与

Ag1/Ag2端连接处的官能团靶点选自羟基、羧基或氨基；

和/或；

所述功能基团在与所述固相支持物/所述标记物端连接处的官能团靶点为非选择性靶

点，或选自羟基、羧基、氨基、巯基、醛基、DNA、RNA中的任一种。

6.根据权利要求5所述的双抗原夹心检测抗体的方法，其特征在于，所述功能基团选自

下列反应基团：

芳基叠氮化物、碳化二亚胺、重氮甲烷、酰肼、羟甲基膦、亚胺酸酯、异氰酸酯、马来酰亚

胺、盐乙酸酯、N-羟基琥珀酰亚胺酯、五氟代苯酯、补骨脂素、吡啶基二硫化物、乙烯基砜。

7.根据权利要求4～6任一项所述的双抗原夹心检测抗体的方法，其特征在于，所述固

相支持物为磁珠。

8.根据权利要求7所述的双抗原夹心检测抗体的方法，其特征在于，所述磁珠为γFe2O3

或Fe3O4磁性纳米粒子，或它们与有机高分子材料的复合体。

9.根据权利要求4～6任一项所述的双抗原夹心检测抗体的方法，其特征在于，所述标

记物选自荧光物质、量子点、地高辛标记探针、生物素、放射性同位素、放射性造影剂、顺磁

离子荧光微球、电子致密物质、化学发光标记物、超声造影剂、光敏剂、胶体金或酶中的任一

种。

10.根据权利要求9所述的双抗原夹心检测抗体的方法，其特征在于，所述标记物选自

辣根过氧化酶、碱性磷酸酶和葡萄糖氧化酶中的任一种。
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双抗原夹心检测抗体的方法

技术领域

[0001] 本发明涉及分子生物学技术领域，具体而言，涉及一种双抗原夹心检测抗体的方

法。

背景技术

[0002] 抗体检测是目前病原体普筛的主要方法之一，通常采用血清学检查，免疫血清学

检查具有方便、快捷和准确等优点，已经普遍应用于医疗检测和诊断领域。

[0003] 从免疫学原理上来说，抗体检测一般有两种方法：间接法和夹心法。间接法的原理

是血清中的抗体识别并结合包被在固定相上的抗原，去杂后，由能识别抗体的二抗结合与

抗原结合在固定相上的血清抗体，形成固定相-抗原-血清中抗体-抗抗体复合物。将没有反

应的多余的抗抗体洗去后，由于二抗连接有酶等标记物，能够通过添加底物产生颜色反应

或发光，通过测试吸光度或者发光光子量就可以确定与血清中抗体结合的二抗的量，二抗

的量与血清中的抗体含量成正比，所以可以通过检测抗抗体的量可以知道血清中特异性抗

体的含量。夹心法的原理是血清中的抗体识别包被在固定相上的抗原，同时识别并结合连

接有酶等标记物的抗原，产生固定相抗原-血清抗体-标记抗原夹心复合物，将多余的没有

反应的物质洗掉后，标记抗原上的酶通过添加底物产生颜色反应或发光，通过测试吸光度

或者发光光子量就可以检测标记抗原的含量，标记抗原的含量与血清抗体量成正比，所以

可以通过检测与血清结合的标记抗体的量检测血清中特异抗体的含量。其中双抗原夹心法

相对于间接法占有一定优势：1、间接法引入二抗，非特异反应多，背景高，二双抗原夹心法

包被和标记都是特异性抗原，特异性强；2、间接法加样量一般20μL或以下，从而导致灵敏度

低，而双抗原夹心法加样量高，一般50μL-100μL，一般无需稀释，灵敏度高；3、双抗原夹心法

检测的是总抗，可以同时检测IgM抗体和IgG抗体，缩短窗口期。间接法一般检测IgG，窗口期

较长；

[0004] 双抗原夹心法检测可以分为一步法和两步法，一步法即为包被抗原、血清中的抗

体和标记抗原混合反应后检测；两步法则是包被抗原先与血清中抗体反应，除杂后，包被抗

原-血清中的抗体复合物再与标记抗原反应，最后检测。一步法反应步骤少，所用时间短，且

包被抗原和标记抗原同时与血清中的抗体反应，出现抗体只与包被抗原或者标记抗原反

应、夹心不成功的可能性小。但一步法会有钩状效应(HOOK效应)即当血清中抗体含量高时，

会出现包被抗原和标记抗原量少于血清中抗体，导致抗原抗体不能成为夹心状态，导致强

阳漏检。两步法反应步骤多，反应时间长，由于包被抗原和标记抗原分两步与血清中抗体反

应，可能会出现包被抗原将抗体位点占据，无法形成夹心，低值灵敏度较一步法低，且背景

较一步法高。但两步法由于有中间清洗步骤，将过多的抗体洗去，当血清中抗体较多时标记

抗原仍能够与包被抗原-血清中抗体复合物连接形成夹心，避免钩状效应的产生。

[0005] 因此，若能对双抗原夹心法进行技术改良，避免一步法和两步法的缺点，将有利于

双抗原夹心法的进一步应用与推广。
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发明内容

[0006] 本发明的目的在于克服现有技术的缺陷，提供一种改良的双抗原夹心法模式，以

综合一步法和两步法的优势。

[0007] 具体的，为了实现本发明的上述目的，特采用以下技术方案：

[0008] 本发明涉及一种双抗原夹心检测抗体的方法，所述方法以形成固相支持物-第一

抗原Ag1-待检测抗体-第二抗原Ag2的形式完成检测，其中Ag2偶联有用于显示信号强度的标

记物，所述方法包括以下步骤：

[0009] 1)将Ag1、Ag2与待检物在足以发生抗体/抗原结合反应的条件下接触，形成免疫复

合物；

[0010] 其中以摩尔数计，Ag1的含量多于Ag2；

[0011] 2)洗去未结合的待检测抗体；

[0012] 3)加入Ag2并使其与所述免疫复合物中剩余的抗原结合位点结合；

[0013] 4)检测所述标记物，以指示所述待检测抗体的存在和/或含量。

[0014] 本发明进行两步反应，第一步反应时，同时加入包被抗原和适量标记抗原与血清

中抗体反应，初步形成夹心，清洗后，再次加入标记抗原，与没有形成夹心但是已经形成包

被抗原-血清中抗体复合物反应进一步形成夹心。

[0015] 与现有技术相比，本发明采用双抗原夹心法检测，检测过程中采用两步法检测，且

在第一步反应过程中加入适量酶标抗原，进而极大提高了检测的灵敏度，这样最终的试剂

既保持了化学发光免疫分析灵敏度高、大批量快速自动检测、准确、重复性好、效期长并安

全无毒无污染等优点，又能减少应用中内源性生物的干扰，同时降低研发成本，更易推广应

用。

具体实施方式

[0016] 本发明可通过后续对于本发明一些实施方案描述以及其中所包括的实施例的详

细内容而更容易被了解。

[0017] 在进一步叙述本发明之前，应明了本发明不会被局限于所述特定实施方案中，因

为这些实施方案必然是多样的。亦应明了本说明书中所使用的用语仅是为了阐述特定实施

方案，而非作为限制，因为本发明的范围将会被仅仅界定在所附的权利要求中。

[0018] 本发明涉及一种双抗原夹心检测抗体的方法，所述方法以形成固相支持物-第一

抗原Ag1-待检测抗体-第二抗原Ag2的形式完成检测，其中Ag2偶联有用于显示信号强度的标

记物，所述方法包括以下步骤：

[0019] 1)将Ag1、Ag2与待检物在足以发生抗体/抗原结合反应的条件下接触，形成免疫复

合物；

[0020] 其中以摩尔数计，Ag1的含量多于Ag2；

[0021] 2)洗去未结合的待检测抗体；

[0022] 3)加入Ag2并使其与所述免疫复合物中剩余的抗原结合位点结合；

[0023] 4)检测所述标记物，以指示所述待检测抗体的存在和/或含量。

[0024] 在一些实施方式中，所述方法用于非治疗用途。

[0025] 本发明中使用的“抗原”指可在免疫反应中与抗体结合的任何物质。本发明中使用

说　明　书 2/13 页

4

CN 109444434 A

4



的抗原可为任何本领域已知的可用于免疫检测的抗原。

[0026] 在一个实施方案中，抗原部分为与传染性疾病、内分泌、肿瘤或药物相关的抗原。

在另一个实施方案中，抗原部分为病毒性或细菌性传染性疾病的相关抗原。在再一个实施

方案中，抗原部分包括但不限于艾滋病毒抗原、甲型肝炎病毒抗原、乙型肝炎病毒抗原、丙

型肝炎病毒抗原、丁型肝炎病毒抗原、戊型肝炎病毒抗原、庚型肝炎病毒抗原、风疹病毒抗

原、人巨细胞病毒抗原、单纯疱疹病毒1型抗原、单纯疱疹病毒2型抗原、狂犬病毒抗原、人类

T细胞白血病病毒抗原、登革热病毒抗原、人乳头瘤病毒抗原、西尼罗河病毒抗原、森林脑炎

病毒抗原、麻疹病毒抗原、流感病毒抗原、副流感病毒抗原、水痘病毒抗原、艾柯病毒抗原、

柯萨奇病毒抗原、乙型脑炎病毒抗原、柯萨奇病毒抗原、EB病毒抗原、腮腺炎病毒抗原、梅毒

螺旋体抗原、包柔氏螺旋体抗原、沙眼衣原体抗原、肺炎衣原体抗原、鹦鹉热衣原体抗原、解

脲脲原体抗原、肺炎支原体抗原、结核分枝杆菌抗原、幽门螺旋杆菌抗原、淋球菌抗原、疟原

虫抗原、枯氏锥虫抗原、弓形虫抗原。

[0027] 在一些实施方式中，在步骤1)中，以摩尔比计，Ag1:Ag2＝6:2～6:5；也可以选择3:2

或者2:1。

[0028] 合适的Ag1与Ag2的添加比例能在保证灵敏度的前提下避免勾状效应。根据具体的

抗原抗体特性不同，该比值可能有一些差别，但经过发明人验证，绝大多数抗原均满足上述

比例。

[0029] 在本发明中，“摩尔比”也可以为抗原的活性比，具有与待检测抗体结合的抗原表

位的一个蛋白质可以认为是一个活性单位。

[0030] 在一些实施方式中，以摩尔比计，步骤1)中加入的Ag2与步骤3)中加入的Ag2的比例

为6:2～6:4。

[0031] 在一些实施方式中，以摩尔比计，步骤1)中加入的Ag2与步骤3)中加入的Ag2的比例

为2:1。

[0032] 步骤3)中的Ag2以适当比例添加能够有效减少标记物的残留，以降低背景。

[0033] 在一些实施方式中，所述固相支持物通过功能基团与Ag1非活性或低活性表位偶

联；

[0034] 和/或；

[0035] 所述标记物通过功能基团与Ag2非活性或低活性表位偶联。

[0036] 当抗原与磁珠和酶化学交联以后，构象容易发生变化，表位不易暴露，从而活性降

低；故而在本发明的另一方面中，可通过优化的标记物偶联方式避免标记物对抗原活性的

影响。

[0037] 非活性表位是指偶联后不引起抗原构象变化的表位；

[0038] 低活性表位是指偶联后在可接受程度内引起抗原构象变化的表位。

[0039] 例如HCV病毒的抗原表位区段core的主要活性区富含赖氨酸，从而导致氨基残基

在core活性区段富集，包被标记一般偶联的就是抗原的氨基，这样导致core活性表位失活

或者被覆盖，从而活性降低；在这个例子中，氨基富集的表位多为活性表位；因而非氨基表

位(例如羟基所在表位)可以认为是非活性/低活性表位(需验证)。

[0040] 在一些实施方式中，所述功能基团在与Ag1/Ag2端连接处的官能团靶点选自羟基、

羧基或氨基；
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[0041] 和/或；

[0042] 所述功能基团在与所述固相支持物/所述标记物端连接处的官能团靶点为非选择

性靶点，或选自羟基、羧基、氨基、巯基、醛基、DNA、RNA中的任一种。

[0043] 功能基团可完全修饰在所述固相支持物/所述标记物上，功能基团的游离端与抗

原表位的羟基、羧基或氨基偶联；

[0044] 亦可以将功能基团在所述固相支持物/所述标记物上修饰一部分，在抗原表位处

修饰一部分，再将二者偶联。

[0045] 在一些实施方式中，所述功能基团选自下列反应基团：

[0046] 芳基叠氮化物、碳化二亚胺、重氮甲烷、酰肼、羟甲基膦、亚胺酸酯、异氰酸酯、马来

酰亚胺、盐乙酸酯、N-羟基琥珀酰亚胺酯、五氟代苯酯、补骨脂素、吡啶基二硫化物、乙烯基

砜。

[0047] 上述反应基团所对应的官能团靶点如下表所示：
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[0048]

[0049] 在一些实施方式中，所述固相支持物为磁珠。

[0050] 在一些实施方式中，所述磁珠为γFe2O3或Fe3O4磁性纳米粒子，或它们与有机高分

子材料的复合体。
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[0051] 在一些实施方式中，所述标记物选自荧光物质、量子点、地高辛标记探针、生物素、

放射性同位素、放射性造影剂、顺磁离子荧光微球、电子致密物质、化学发光标记物、超声造

影剂、光敏剂、胶体金或酶中的任一种。

[0052] 在一些实施方式中，所述荧光物质包括Alexa  350、Alexa  405、Alexa  430、Alexa 

488、Alexa  555、Alexa  647、AMCA、氨基吖啶、BODIPY  630/650、BODIPY  650/665、BODIPY-

FL、BODIPY-R6G、BODIPY-TMR、BODIPY-TRX、5-羧基-4′，5′-二氯-2′，7′-二甲氧基荧光素、5-

羧基-2′，4′，5′，7′-四氯荧光素、5-羧基荧光素、5-羧基罗丹明、6-羧基罗丹明、6-羧基四甲

基罗丹明、Cascade  Blue、Cy2、Cy3、Cy5、Cy7、6-FAM、丹磺酰氯、荧光素、HEX、6-JOE、NBD(7-

硝基苯并-2-氧杂-1，3-二唑)、Oregon  Green  488、Oregon  Green  500、Oregon  Green514、

Pacific  Blue、邻苯二甲酸、对苯二甲酸、间苯二甲酸、甲酚固紫、甲酚蓝紫、亮甲酚蓝、对氨

基苯甲酸、赤藓红、酞菁、偶氮甲碱、花青、黄嘌呤、琥珀酰荧光素、稀土金属穴状化合物、三

双吡啶基二胺铕、铕穴状化合物或螯合物、二胺、双花青苷、La  Jolla蓝染料、别藻蓝蛋白、

allococyanin  B、藻蓝蛋白C、藻蓝蛋白R、硫胺、藻红青蛋白、藻红蛋白R、REG、罗丹明绿、罗

丹明异硫氰酸酯、罗丹明红、ROX、TAMRA、TET、TRIT(四甲基罗丹明异硫醇)、四甲基罗丹明和

德克萨斯红中的任一种。

[0053] 在一些实施方式中，所述放射性同位素包括110In、111In、177Lu、18F、52Fe、62Cu、64Cu

、67Cu、67Ga、68Ga、86Y、90Y、89Zr、94mTc、94Tc、99mTc、120I、123I、124I、125I、131I、154-158Gd、32P、11C、
13N、15O、186Re、188Re、51Mn、52mMn、55Co、72As、75Br、76Br、82mRb和83Sr中的任一种。

[0054] 在一些实施方式中，所述荧光微球为：聚苯乙烯荧光微球，内部包裹有稀土荧光离

子铕。

[0055] 在一些实施方式中，所述标记物选自辣根过氧化酶、碱性磷酸酶和葡萄糖氧化酶

中的任一种。

[0056] 下面将结合实施例对本发明的实施方案进行详细描述，但是本领域技术人员将会

理解，下列实施例仅用于说明本发明，而不应视为限制本发明的范围。实施例中未注明具体

条件者，按照常规条件或制造商建议的条件进行。所用试剂或仪器未注明生产厂商者，均为

可以通过市购获得的常规产品。

[0057] 实施例1

[0058] 1) .比较一步双抗原夹心法、两步双抗原夹心法和双抗原夹心综合法(实施例中内

容)检测灵敏度。

[0059] 为了对比三种反应模式的优劣，选取20例阴性样本和20例阳性标本同时采用两种

反应模式进行检测，检测结果如下：

[0060] 由下表可以看出，一步两步结合法检测灵敏度与一步法相当，较两步法更高，因此

低值阳性测值更高，两步法对弱阳样本存在漏检风险；强阳样本测值一步法偏低，两步法和

综合法测值较高，这是由于钩状效应导致，说明两步法和综合法可以避免钩状效应产生。因

此双抗原综合法检测性能要优于一步法和双抗夹心直接两步法。

[0061] 两种反应模式的比较结果

[0062]
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[0063]

[0064] 2) .检出率比较

[0065] 对比例的设置，将重组抗原替换为core+NS3抗原，其余同实施例。

[0066] 测试200例确认为阳性的标本，验证试剂符合率，其中有2例有NS4表位抗原试剂检

出，但不含NS4抗原漏检。
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[0067] 检测结果如下：

[0068]
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[0069]

[0070] 上表中，A为core+NS3抗原--试剂盒(对比例)，B为core+NS3+NS4A+NS4B抗原--试

剂盒(实施例)。

[0071] 所述core、NS3、NS4A、NS4B的蛋白区段序列依次如SEQ  ID  NO:1-4所示。

[0072] 从上表可知，丙型肝炎病毒(HCV)虽然在感染者体内滴度较低，但其几乎所有结构

和非结构蛋白(NS2除外)都能够诱发机体的免疫应答，并产生相应的抗体。因而增加表位可

以有效提高灵敏度，降低漏检风险。

[0073] 3) .活性表位比较

[0074] 实验方案：

[0075] 选取嵌合串联表达HCV抗原包被磁珠，应用不同交联方案，选取抗原不同残基交

联，选取残基有：氨基、巯基、羟基。

[0076] AP标记抗人IgG抗体。

[0077] 以单一变量实验原则，为了避免实验结果判断误差，酶免实验原理采用间接法，即

磁珠包被抗原，AP标记二抗抗体。磁珠上的抗原连接血清中的抗HCV抗体，而后AP标记的抗

抗体识别并捕获抗HCV抗体，形成磁珠-HCV抗原-标本中抗HCV抗体-抗抗体抗人IgG-AP复合

物。清洗杂质后，复合物中的AP酶促AMPPD底物发光，发光值与标本中抗HCV抗体含量成正

比。

[0078] 具体酶免检测实验步骤：

[0079] 1)取待测样本10uL加入包被有HCV重组嵌合抗原1的磁珠工作液50μL，同时加入测

试处理液50uL，37℃孵育15min；

[0080] 2)加入磁-场进行磁分离1min，去上清；
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[0081] 3)洗涤4次，每次250uL洗液，重复步骤2操作；

[0082] 4)加入测试稀释液100μL，偶联了抗人IgG的碱性磷酸酶的工作液50uL，37℃孵育

15min；

[0083] 5)加入磁场进行磁分离1min，去上清；

[0084] 6)洗涤4次，每次250uL洗液，重复步骤4操作；

[0085] 7)加入底物100uL，必须于加化学发光底物液后的第5～30分钟内测量各孔的发光

强度(RLU)，测量时间1秒/孔。

[0086] 8)均值各孔的RLU值与CUTOFF比较，样品测定值≥10×阴性质控，则判断为阳性，

否则为阴性。

[0087] 实验结果：

[0088]

[0089]

[0090] 一般交联工艺选择蛋白巯基、氨基作为交联官能团，选择羧基官能团的交联工艺

一般是采用EDC一步法，这套工艺同时连接了抗原的氨基和羧基，同时还有许多副反应，不

好实现，一般不用。羟基官能团交联一般用在糖类等其他交联工艺上。

[0091] 从上表中可以看出，羟基效果最好好。选取巯基时，NS3抗原失活风险较大，选取氨

基时，core抗原失活风险较大。

[0092] 实施例2

[0093] 本实施例涉及一种梅毒螺旋体的检测方法。

[0094] 1.试剂盒的制备。

[0095] 本发明的梅毒螺旋体抗体化学发光免疫分析测定试剂盒：包括以下步骤：

[0096] 1)梅毒螺旋体特异性重组嵌合抗原的制备：

[0097] 所述梅毒螺旋体特异性重组嵌合抗原由TpN15、TpN17、TpN47和TmpA中的两种或多
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种抗原通过分子生物学方法连接而来，更优选为TpN15、TpN17和TpN47中的两种或三种，上

述嵌合抗原转化到大肠杆菌中使其表达，最后通过蛋白纯化技术得到梅毒螺旋体特异性嵌

合蛋白抗原。

[0098] 2)磁珠体系：

[0099] 磁珠为Fe2O3或Fe3O4磁性纳米粒子与有机高分子材料的复合体，并具有0.1-5μm的

粒径，其表面带有-COOH功能基团。根据活性功能团可通过EDC等化学试剂将梅毒螺旋体特

异性重组嵌合抗原连接于磁珠上。进一步的，可采用以下方法制备：

[0100] a)将梅毒螺旋体特异性重组嵌合抗原用1×PBS进行透析；

[0101] b)将透析后梅毒螺旋体特异性重组嵌合抗原，以5-100ug/mg磁珠的比例和活化后

的磁珠进行混合，优选20-50ug/mg磁珠的用量，然后加入EDC(MES5 .0缓冲液溶解)，优选

0.05-0.2mg/mg磁珠，2～8℃反应18小时；

[0102] c)将反应物用磁分离器分离，用磁珠试剂缓冲液将磁珠稀释后作为工作液使用。

[0103] 3)酶标记物体系：

[0104] 在其中一个实施例中，所述酶示踪物选自碱性磷酸酶，进一步可采用以下方法制

备：

[0105] a)将检测嵌合抗原用0.1倍PBS进行透析，然后用2-IT进行活化；

[0106] b)将碱性磷酸酶用SMCC进行活化；

[0107] c)将活化后的检测抗原和活化后的碱性磷酸酶进行混合，2～8℃反应6-24小时。

[0108] d)将反应物用层析柱纯化，用酶标试剂缓冲液将酶标抗原稀释后作为工作液使

用。所述梅毒螺旋体重组嵌合抗原和碱性磷酸酶的质量比为1:1-1:20，2-IT与抗原的摩尔

比为1:1-1:100,SMCC与碱性磷酸酶的摩尔比为1:1-1:100。

[0109] 4)发光底物制备

[0110] 人工合成金刚烷胺类发光底物及其增强剂，均经无菌过滤，制备发光底物工作液。

[0111] 5)洗涤液制备

[0112] 洗涤液为含有Tween-20的PBS，其中Tween-20的工作浓度为0.01-0 .1％，优选

0.03-0.05％。

[0113] 6)质控品

[0114] 梅毒螺旋体特异性抗体阴性质控品：由非梅毒感染的健康人群血清配制而成。

[0115] 梅毒螺旋体特异性抗体阳性质控品：由梅毒患者的特异性抗体阳性血清配制而

成；

[0116] 7)制备梅毒螺旋体抗体高通量检测试剂盒

[0117] 包被梅毒螺旋体特异性重组嵌合抗原的磁珠、碱性磷酸酶标记梅毒螺旋体特异性

重组嵌合抗原、发光底物、洗涤液、梅毒螺旋体特异性抗体阴性质控品、梅毒螺旋体特异性

抗体阳性质控品和外包装盒共同组成的梅毒螺旋体特异性抗体化学发光检测试剂盒。

[0118] 2.梅毒螺旋体抗体的检测方法，采用上述的试剂盒，包括以下步骤：

[0119] 1)取待测样本50uL加入包被有梅毒螺旋体特异性重组嵌合抗原的磁性微球25uL，

同时加入酶标抗原100ul，37℃孵育15min；

[0120] 2)加入磁-场进行磁分离1min，去上清；

[0121] 3)洗涤4次，每次250uL洗液，重复步骤2操作；
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[0122] 4)加入酶标试剂100uL，孵育15min；

[0123] 5)加入磁场进行磁分离1min，去上清；

[0124] 6)洗涤4次，每次250uL洗液，重复步骤4操作；

[0125] 7)加入底物100uL，必须于加化学发光底物液后的第5～30分钟内测量各孔的发光

强度(RLU)，测量时间1秒/孔。

[0126] 8)均值各孔的RLU值与CUTOFF比较，样品测定值≥20×阴性质控，则判断为阳性，

否则为阴性。

[0127] 为了对比两种反应模式的优劣，选取20例阴性样本和20例阳性标本同时采用两种

反应模式进行检测，检测结果如下：

[0128] 两种反应模式的比较结果

[0129]
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[0130]

[0131] 由表一可以看出，一步两步结合法检测灵敏度更高，因此阳性测值更高，直接两步

夹心法对部分弱阳标本存在漏检情况，而一步两步结合法对这部分弱阳标本反应信号有明

显增强。因此一步两步结合法检测性能要优于直接两步双抗夹心法。

[0132] 最后应说明的是：以上各实施例仅用以说明本发明的技术方案，而非对其限制；尽

管参照前述各实施例对本发明进行了详细的说明，但本领域的普通技术人员应当理解：其

依然可以对前述各实施例所记载的技术方案进行修改，或者对其中部分或者全部技术特征

进行等同替换；而这些修改或者替换，并不使相应技术方案的本质脱离本发明各实施例技

术方案的范围。
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SEQUENCE  LISTING

<110>  广东菲鹏生物有限公司

<120>  双抗原夹心检测抗体的方法

<160>  4

<170>  PatentIn  version  3.3

<210>  1

<211>  191

<212>  PRT

<213>  Hepatitis  Virus  C

<400>  1

Met  Ser  Thr  Asn  Pro  Lys  Pro  Gln  Arg  Lys  Thr  Lys  Arg  Asn  Thr  Asn

1               5                   10                  15

Arg  Arg  Pro  Met  Asp  Val  Lys  Phe  Pro  Gly  Gly  Gly  Gln  Ile  Val  Gly

            20                  25                  30

Gly  Val  Tyr  Leu  Leu  Pro  Arg  Arg  Gly  Pro  Arg  Leu  Gly  Val  Arg  Ala

        35                  40                  45

Thr  Arg  Lys  Thr  Ser  Glu  Arg  Ser  Gln  Pro  Arg  Gly  Arg  Arg  Gln  Pro

    50                  55                  60

Ile  Pro  Lys  Ala  Arg  Arg  Thr  Glu  Gly  Arg  Ser  Trp  Ala  Gln  Pro  Gly

65                  70                  75                  80

Tyr  Pro  Trp  Pro  Leu  Tyr  Gly  Asn  Glu  Gly  Cys  Gly  Trp  Ala  Gly  Trp

                85                  90                  95

Leu  Leu  Ser  Pro  Arg  Gly  Ser  Arg  Pro  Ser  Trp  Gly  Pro  Asn  Asp  Pro

            100                 105                 110

Arg  Arg  Arg  Ser  Arg  Asn  Leu  Gly  Lys  Val  Ile  Asp  Thr  Leu  Thr  Cys

        115                 120                 125

Gly  Phe  Ala  Asp  Leu  Met  Gly  Tyr  Ile  Pro  Leu  Val  Gly  Ala  Pro  Val

    130                 135                 140

Gly  Gly  Val  Ala  Arg  Ala  Leu  Ala  His  Gly  Val  Arg  Ala  Val  Glu  Asp

145                 150                 155                 160

Gly  Ile  Asn  Tyr  Ala  Thr  Gly  Asn  Leu  Pro  Gly  Cys  Ser  Phe  Ser  Ile

                165                 170                 175

Phe  Leu  Leu  Ala  Leu  Leu  Ser  Cys  Leu  Thr  Val  Pro  Ala  Ser  Ala

            180                 185                 190

<210>  2

<211>  155

<212>  PRT

<213>  Hepatitis  Virus  C
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<400>  2

Met  Leu  Gly  Thr  Ile  Ile  Thr  Ser  Leu  Thr  Gly  Arg  Asp  Thr  Asn  Glu

1               5                   10                  15

Asn  Cys  Gly  Glu  Ile  Gln  Val  Leu  Ser  Thr  Ala  Thr  Gln  Ser  Phe  Leu

            20                  25                  30

Gly  Thr  Ala  Ile  Asn  Gly  Val  Met  Trp  Thr  Val  Tyr  His  Gly  Ala  Gly

        35                  40                  45

Ser  Lys  Thr  Ile  Ser  Gly  Pro  Lys  Gly  Pro  Val  Asn  Gln  Met  Tyr  Thr

    50                  55                  60

Asn  Val  Asp  Gln  Asp  Leu  Val  Gly  Trp  Pro  Ala  Pro  Pro  Gly  Val  Lys

65                  70                  75                  80

Ser  Leu  Ala  Pro  Cys  Thr  Cys  Gly  Ser  Ser  Asp  Leu  Phe  Leu  Val  Thr

                85                  90                  95

Arg  His  Ala  Asp  Val  Val  Pro  Val  Arg  Arg  Arg  Gly  Asp  Thr  Arg  Gly

            100                 105                 110

Ala  Leu  Ile  Ser  Pro  Arg  Pro  Ile  Ser  Thr  Leu  Lys  Gly  Ser  Ser  Gly

        115                 120                 125

Gly  Pro  Leu  Leu  Cys  Pro  Leu  Gly  His  Val  Ala  Gly  Ile  Phe  Arg  Ala

    130                 135                 140

Ala  Val  Cys  Thr  Arg  Gly  Val  Asp  Lys  Ala  Val

145                 150                 155

<210>  3

<211>  192

<212>  PRT

<213>  Hepatitis  Virus  C

<400>  3

Ala  Gly  Gly  Thr  Cys  Ala  Thr  Gly  Ala  Cys  Cys  Ala  Gly  Cys  Ala  Cys

1               5                   10                  15

Cys  Thr  Gly  Gly  Gly  Thr  Gly  Cys  Thr  Gly  Gly  Thr  Ala  Gly  Gly  Cys

            20                  25                  30

Gly  Gly  Ala  Gly  Thr  Cys  Cys  Thr  Thr  Gly  Cys  Ala  Gly  Cys  Thr  Thr

        35                  40                  45

Thr  Gly  Gly  Cys  Cys  Gly  Cys  Ala  Thr  Ala  Cys  Thr  Gly  Cys  Cys  Thr

    50                  55                  60

Gly  Ala  Cys  Gly  Ala  Cys  Ala  Gly  Gly  Cys  Ala  Gly  Thr  Gly  Thr  Gly

65                  70                  75                  80

Gly  Thr  Cys  Ala  Thr  Thr  Gly  Thr  Gly  Gly  Gly  Cys  Ala  Gly  Gly  Ala

                85                  90                  95

Thr  Cys  Ala  Thr  Cys  Thr  Thr  Gly  Thr  Cys  Cys  Gly  Gly  Gly  Ala  Ala
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            100                 105                 110

Gly  Cys  Cys  Ala  Gly  Cys  Thr  Gly  Thr  Cys  Gly  Thr  Thr  Cys  Cys  Cys

        115                 120                 125

Gly  Ala  Cys  Ala  Gly  Gly  Gly  Ala  Ala  Gly  Thr  Cys  Cys  Thr  Cys  Thr

    130                 135                 140

Ala  Cys  Cys  Ala  Gly  Gly  Ala  Gly  Thr  Thr  Cys  Gly  Ala  Thr  Gly  Ala

145                 150                 155                 160

Gly  Ala  Thr  Gly  Gly  Ala  Ala  Gly  Ala  Gly  Thr  Gly  Cys  Gly  Cys  Cys

                165                 170                 175

Thr  Cys  Gly  Cys  Gly  Thr  Gly  Cys  Gly  Gly  Cys  Thr  Cys  Thr  Cys  Ala

            180                 185                 190

<210>  4

<211>  260

<212>  PRT

<213>  Hepatitis  Virus  C

<400>  4

Ala  Ser  His  Leu  Pro  Tyr  Ile  Glu  Gln  Gly  Met  Gln  Leu  Ala  Glu  Gln

1               5                   10                  15

Phe  Lys  Gln  Lys  Ala  Leu  Gly  Leu  Leu  Gln  Thr  Ala  Thr  Lys  Gln  Ala

            20                  25                  30

Glu  Ala  Ala  Ala  Pro  Val  Val  Glu  Ser  Lys  Trp  Arg  Ala  Leu  Glu  Thr

        35                  40                  45

Phe  Trp  Ala  Lys  His  Met  Trp  Asn  Phe  Ile  Ser  Gly  Ile  Gln  Tyr  Leu

    50                  55                  60

Ala  Gly  Leu  Ser  Thr  Leu  Pro  Gly  Asn  Pro  Ala  Ile  Ala  Ser  Leu  Met

65                  70                  75                  80

Ala  Phe  Thr  Ala  Ser  Val  Thr  Ser  Pro  Leu  Thr  Thr  Gln  Ser  Thr  Leu

                85                  90                  95

Leu  Phe  Asn  Ile  Leu  Gly  Gly  Trp  Val  Ala  Ala  Gln  Leu  Ala  Pro  Pro

            100                 105                 110

Ser  Ala  Ala  Ser  Ala  Phe  Val  Gly  Ala  Gly  Ile  Ala  Gly  Ala  Ala  Val

        115                 120                 125

Gly  Ser  Ile  Gly  Leu  Gly  Lys  Val  Leu  Val  Asp  Ile  Leu  Ala  Gly  Tyr

    130                 135                 140

Gly  Ala  Gly  Val  Ala  Gly  Ala  Leu  Val  Ala  Phe  Lys  Val  Met  Ser  Gly

145                 150                 155                 160

Glu  Ala  Pro  Ser  Thr  Glu  Asp  Leu  Val  Asn  Leu  Leu  Pro  Ala  Ile  Leu

                165                 170                 175

Ser  Pro  Gly  Ala  Leu  Val  Val  Gly  Val  Val  Cys  Ala  Ala  Ile  Leu  Arg
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            180                 185                 190

Arg  His  Val  Gly  Pro  Gly  Glu  Gly  Ala  Val  His  Trp  Met  Asn  Arg  Leu

        195                 200                 205

Ile  Ala  Phe  Ala  Ser  Arg  Gly  Asn  His  Val  Ser  Pro  Thr  His  Tyr  Val

    210                 215                 220

Pro  Glu  Ser  Asp  Ala  Ala  Ala  Arg  Val  Thr  Gln  Ile  Leu  Ser  Ser  Leu

225                 230                 235                 240

Thr  Ile  Thr  Gln  Leu  Leu  Lys  Arg  Leu  His  Gln  Trp  Ile  Asn  Glu  Asp

                245                 250                 255

Cys  Ser  Thr  Pro

            260
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摘要(译)

本发明涉及一种双抗原夹心检测抗体的方法，所述方法以形成固相支持
物‑第一抗原Ag1‑待检测抗体‑第二抗原Ag2的形式完成检测，其中Ag2偶
联有用于显示信号强度的标记物，所述方法包括以下步骤：1)将Ag1、
Ag2与待检物在足以发生抗体/抗原结合反应的条件下接触，形成免疫复
合物；其中以摩尔数计，Ag1的含量多于Ag2；2)洗去未结合的待检测抗
体；3)加入Ag2并使其与所述免疫复合物中剩余的抗原结合位点结合；4)
检测所述标记物，以指示所述待检测抗体的存在和/或含量。与现有技术
相比，本发明所提供的方法既保证了检测低值灵敏度，又能解决钩状效
应，降低漏检率。
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